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A hólyagképződéssel járó autoimmun bőrbetegségekben a bőr és/vagy a nyálkahártya 
érintett. A hólyagképződés csökkenti a szervezet védekezőképességét a dehidratációval és 
fertőzésekkel szemben, ezáltal akár a beteg életét is veszélyeztetve. A pemphigus a 
szervspecifikus hólyagos autoimmun bőrbetegségek egyik csoportja. A betegségcsoport 
jellemzője a bőrön és/vagy nyálkahártyán intraepidermális hólyagképződés. A pemphigus két 
fő fajtája a pemphigus vulgaris (PV) és a pemphigus foliaceus (PF). A PV mucosus és a 
mucocutan változata is ismert, az előbbi esetében csak nyálkahártya tünetek figyelhetőek 
meg, míg az utóbbinál a nyálkahártya és a bőr is érintett.  
A betegség immunpatogenezise máig sem tisztázott egyértelműen, bár egyre több 
információval rendelkezünk mechanizmusáról. PV megbetegedésben a fő célantigének a 
desmoglein 1 (Dsg1) és desmoglein 3 (Dsg3) dezmoszómális transzmembrán fehérjék, 
melyek ellen patogén autoantitestek képződnek [1]. Az autoantitestek termelődése mellett az 
autoantigén specifikus T-sejteknek szintén jelentős szerepük van a betegség kialakulásában és 
előrehaladásában [2], a CD4+ T-sejtek aktivációja pedig antigén prezentáló sejteken 
expresszált specifikus II. típusú humán leukocita antigén (HLA) allélektől függ [3].  
A fehérje antigének B- és T-sejt epitópjainak feltérképezése segítheti a betegség 
patogenezisének jobb megértését, illetve újabb diagnosztikumok fejlesztését. Az epitópok 
szintetikus peptidek formájában történő alkalmazása diagnosztikai célra előnyös lehet, mivel a 
peptidek kisebb molekulák, mint a teljes antigén, előállításuk sok esetben gyorsabb, 
egyszerűbb és költséghatékonyabb. Ezen felül a szintetikus peptidek gyakran jobb oldhatósági 
és stabilitási tulajdonságokkal rendelkeznek, mint a fehérjék. 
PV esetén több lineáris B-sejt epitópot, illetve epitóp régiót azonosítottak a Dsg3 
fehérje extracelluláris részén belül [4-8], míg a Dsg1 fehérjén eddig kizárólag konformációs 
B-sejt epitópokat írtak le [9]. Alaposan áttanulmányozva a témában született közleményeket, 
arra a következtetésre jutottunk, hogy a lineáris epitóp régiók pontos azonosításához fontos 
lenne szisztematikus epitóp térképezést végezni mindkét fehérjén. 
A Dsg3 fehérje T-sejt epitópjainak meghatározásával is több kutatócsoport 
foglalkozott [10-14]. Az epitópok azonosításához szintetikus peptideket alkalmaztak, melyek 
valószínűsíthetően nem mennek keresztül az antigén feldolgozás és bemutatás folyamatán, 
ehelyett a sejtfelszíni HLA molekulákon való peptid kicserélődéssel történhet a prezentáció 
[15]. A kísérletekben több Dsg3 T-sejt epitóp régiót azonosítottak, illetve a különböző 
kutatócsoportok eltérő eredményeket is kaptak, ami érthető tekintve, hogy a PV betegséget 
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nehéz szisztematikusan vizsgálni a hozzáférhető kezeletlen donorok kis száma, a betegség 
eltérő stádiuma, iletve a kísérletekben vizsgált sejtek eltérő fenotípusa, citokin profilja, epitóp 
specificitása miat [10, 11]. 
Feltételezhető, hogy a szintetikus epitóp peptid T-sejt választ kiváltó 
mechanizmusában a HLA molekulához kötődés affinitásán kívül olyan tulajdonságok is 
szerepet játszanak, mint a peptidek oldhatósága, stabilitása, oldatbeli konformációja [16]. 
Ezeket a tulajdonságokat azonban eddig nem vizsgálták PV T-sejt epitópok esetén. 
2. Célok 
Doktori munkám során két fő célt tűztem ki magam elé: 
1. A PV immundomináns fehérjéinek (Dsg1 és Dsg3) szisztematikus 
lineáris B-sejt epitóp térképezését, tűhegy hordozóhoz kötöt átlapoló 
peptidek szintézisével és az előálítot vegyületek immunszerológiai 
vizsgálatával. 
 
2. A Dsg3 fehérje, irodalmi adatok alapján meghatározot és 
kiválasztot, T-sejt epitóp régióinak és N-terminális rövidítet 
származékaiknak előálítását; stabilitásuk, oldatbeli konformációjuk, 
in vitro citotoxicitásuk és in vitro T-sejt választ indukáló hatásuk 
vizsgálatát, és a hatás szerkezetel való összefüggésének azonosítását. 
 
 
3. Alkalmazot módszerek 
Chou-Fasman másodlagos szerkezet predikció és Eisenberg-féle hidrofóbicitás becslés: 
A Dsg1 és Dsg3 fehérjén alapuló, tűhegy hordozón szintetizálandó peptidek számát Chou-
Fasman másodlagos szerkezet predikció és Eisenberg-féle hidrofóbicitás becslés alapján 
racionalizáltuk. 
Peptidszintézis tűhegy hordozón: A Dsg1 és Dsg3 fehérjék extraceluláris részének B-sejt 
epitóp térképezéséhez a 15 aminosav hosszú és 5 aminosavban átlapoló peptideket Fmoc/tBu 
stratégiával álítotuk elő nem hasítható tűhegy hordozón. 
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Szilárdfázisú peptidszintézis: A Dsg3 T-sejt epitóp régió peptideket és N-terminális 
rövidített származékaikat szilárdfázisú peptidszintézissel, Fmoc/tBu stratégiával állítottuk elő 
Rink Amid MBHA gyantán. A peptideket analitikai RP-HPLC, ESI-MS és aminosav analízis 
segítségével jellemeztük. 
Enzimkötött immunesszé (ELISA): A tűhegy hordozóhoz kötött átlapoló peptidek szérum 
autoantitest kötő képességének meghatározása módosított ELISA módszerrel történt. 
Szendvics enzimkötött immunesszé (ELISA): A Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidek és N-
terminális rövidített származékaik T-sejt választ indukáló hatását szendvics ELISA 
alkalmazásával vizsgáltuk. A PV beteg és egészséges donorok véréből mononukleáris sejteket 
izoláltunk (PBMC kultúra; perifériás vérből származó mononukleáris sejtek) és a kultúrákat a 
szintetikus peptidekkel stimuláltuk. Az inkubációs idő letelte után a kultúrák felülúszójából 
meghatároztuk az IFN-γ koncentrációt. 
In vitro citotoxikus hatás meghatározása MTT-teszttel: A Dsg3 T-sejt epitóp régió 
peptidek és N-terminális rövidített származékaik in vitro citotoxikus hatását sejtek 
életképességének megállapítására alkalmazható MTT-teszttel határoztuk meg. 
Elektronikus cirkuláris dikroizmus spektroszkópia (ECD): A Dsg3 T-sejt epitóp régió 
peptidek és N-terminális rövidített származékaik oldatbeli konformációját ECD 
spektroszkópiával határoztuk meg. 
4. Eredmények és következtetések 
4.1. A Dsg1 és Dsg3 fehérjék lineáris B-sejt epitóp régióinak térképezése tűhegy 
hordozóhoz kötött szintetikus peptidek alkalmazásával 
A folytonos lineáris B-sejt epitóp térképezés egyik egyszerű, ugyanakkor hatékony 
módja az immundomináns fehérje másodlagos szerkezet predikció alapján kiválasztott 
szakaszainak lefedése szintetikus átlapoló peptidekkel. Munkánk során, az ily módon 
megtervezett, Dsg1 és Dsg3 fehérje szekvencián alapuló tűhegy hordozóhoz kötött 15mer 
peptideket állítottunk elő Fmoc/tBu stratégiával, majd az általunk optimalizált ELISA 
módszer segítségével vizsgáltunk a szintetikus peptidek szérum autoantitestek általi 
felismerését PV, PF betegek és egészséges donorok mintáinak alkalmazásával.  
4.1.1. A Dsg1 és Dsg3 fehérje modellezése szintetikus átlapoló peptidekkel 
A Chou-Fasman másodlagos szerkezet predikció és az Eisenberg-féle hidrofóbicitás 
becslés eredményei alapján 45 Dsg1 és 47 Dsg3 fehérje szekvencián alapuló öt aminosavban 
átlapoló peptidet állítottunk elő két kópiában hidroxipropilmetakrilát tűhegyen. Az előállított 
peptidek mindkét fehérje extracelluláris doménjeinek 83%-át fedték le [s1].  
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4.1.2. A tűhegy hordozóhoz kötött peptidek aminosav analízise 
 A hordozóhoz kötött peptidek analízise kizárólag invazív módszerekkel oldható meg, 
mely után a vizsgált peptidek már nem használhatók fel a tesztekben. Ezért az összes peptid 
karakterizálását nem tudtuk megoldani. A szintézis sikerességének bizonyítására és a 
tűhegyek peptid tartalmának meghatározására ezért a szintézis alatt és után reprezentatív 
tűhegyeket választottunk ki aminosav analízisre. Az eredmények alapján minden vizsgált 
tűhegy átlagosan 40 nmol - a várt összetételnek megfelelő - peptidet tartalmazott, mely az 
antigén-antitest kölcsönhatáshoz megfelelő mennyiség [s1].  
4.1.3. Epitóp régiók azonosítása a peptidek szérum autoantitest kötődése alapján 
Tűhegy hordozóhoz kötött átlapoló peptidek immunszerológiai (ELISA) vizsgálatával 
kapott eredményeinket összevetettük a témában megjelent szakirodalomban közölt 
eredményekkel. Eredményeink alapján a Dsg1 fehérje extracelluláris részén belül öt új 
(Dsg1/86-110, Dsg1/196-220, Dsg1/226-250, Dsg1/326-340, Dsg1/486-520), a Dsg3 fehérje 
extracelluláris részén belül pedig kettő új (Dsg3/375-399, Dsg3/446-460) és kettő a 
szakirodalomban leírtnál rövidebb szekvenciájú (Dsg3/64-78, Dsg3/330-344) lineáris epitóp 
régiót azonosítottunk [s1]. Az epitóp régiók elhelyezkedését a Dsg1 és Dsg3 fehérjéken belül 
az 1. ábrán bemutatott 3D homológia modelleken szemléltetem. 
 
1. ábra. A meghatározott B-sejt epitóp régiók a humán Dsg1 (a) és Dsg3 (b) fehérjék 3D homológia modelljén 
bemutatva. Piros szalagok: a régiók 5/5 Dsg1 pozitív és 3/3 Dsg1,3 pozitív beteg szérum autoantitestjei által 
felismerve. Kék szalagok: Dsg1 szekvencián alapuló peptidek esetén a régiók 4/5 Dsg1 pozitív és 3/3 Dsg1,3 
pozitív beteg szérum autoantitestjei által, míg Dsg3 szekvencián alapuló peptidek esetén a régiók 5/6 Dsg3 és 
Dsg1,3 pozitív beteg szérum autoantitestjei által felismerve [s1]. 
A meghatározott Dsg1 és Dsg3 B-sejt epitóp régiók beteg szérummintánkénti 
felismerését vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a korábban Dsg1 vagy Dsg3 pozitívként 
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azonosított betegek szérum autoantitestjei képesek felismerni Dsg1 és Dsg3 fehérje 
szekvencián alapuló peptideket is [s1]. Ezek az eredmények összhangban lehetnek azzal a 
ténnyel, hogy az autoimmun bőrbetegségek előrehaladtával több fehérje érintettsége is 
kialakulhat, amit eredményezhet az ilyen típusú fehérjék nagyfokú homológiája.  
4.1.4. Az azonosított epitóp régiók homológia analízise 
Adatbázis keresések segítségével kerestünk az azonosított epitóp régiókkal homológiát 
mutató fehérjéket. Azt tapasztaltuk, hogy a Dsg1 és Dsg3 B-sejt epitóp régiók főként a többi 
desmoglein fehérjével mutattak homológiát, néhány - a találati listában hátrébb sorolt - 
hipotetikus és baktérium eredetű fehérjétől eltekintve [s1]. A Dsg1/196-220 epitóp régió 
homológiát mutatott a humán proteomból származó transzaldoláz 1 epitóp peptiddel [s1]. Ezt 
a tényt a további vizsgálatoknál érdemes figyelembe venni. 
4.2. A Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidek és N-terminális rövidített származékaik 
szerkezet-hatás vizsgálata  
4.2.1. A Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidek és N-terminális rövidített származékaik 
Szilárdfázisú peptidszintézissel, Fmoc/tBu stratégia alkalmazásával előállítottunk négy 
- irodalmi adatokon alapuló - 17mer (Dsg3/189-205, Dsg3/206-222, Dsg3/342-358, 
Dsg3/761-777) Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidet és 11 új, N-terminális rövidített 
származékukat (Dsg3/190-205, Dsg3/192-205, Dsg3/194-205, Dsg3/208-222, Dsg3/210-222, 
Dsg3/343-358, Dsg3/345-358, Dsg3/347-358, Dsg3/763-777, Dsg3/764-777, Dsg3/766-777) 
[s2].  
4.2.2. A szintetikus peptidek kémiai, szerkezeti és in vitro funkcionális jellemzése 
Az előállított peptideket kémiailag jellemeztük analitikai RP-HPLC, ESI-MS és 
aminosav analízis alkalmazásával. Bebizonyítottuk, hogy minden peptid egységes és a várt 
összetételnek megfelel [s2]. A liofilizátumok peptidtartalma 60-70% volt.  
Vizsgáltuk a peptidek stabilitását, in vitro citotoxikus hatását, oldatbeli konformációját 
és in vitro T-sejt választ indukáló hatását.  
4.2.2.1. A szintetikus peptidek stabilitása, oldhatósága és in vitro citotoxikus hatása 
Az in vitro vizsgálatoknál alkalmazott sejttenyésztő médiumban, 48 órán át 37°C-on 
minden peptid stabil volt [s2]. A peptidek többsége jól oldódott RPMI-1640 sejttenyésztő 
médiumban. Az MTT teszt eredményei alapján a PBMC stimulációhoz alkalmazott 




4.2.2.2. A Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidek és N-terminális rövidített származékaik oldatbeli 
konformációja 
A peptidek oldatbeli konformációját ECD spektroszkópiával határoztuk meg 
trifluoretanolban (TFE), víz/TFE (1:1, v/v) oldószer elegyében és vízben. Eredményeink 
alapján a 17mer peptidek közül a Dsg3/189-205, Dsg3/206-222 és Dsg3/342-358 peptidekhez 
képest a Dsg3/761-777 peptid rendezett szerkezeti elemeinek kialakulása sokkal inkább függ 
az oldószer típusától [s2]. Az N-terminális felőli rövidítés TFE oldószerben a konformer 
elegyekben fokozatosan csökkenő rendezett szerkezet arányt eredményezett. A peptidszériák 
konformer populációiban jelenlévő különbségek víz/TFE (1:1, v/v) oldószer elegyben 
mutatkoznak meg a legjobban. A Dsg3/192-205 peptid és a Dsg3/761-777 peptidszéria 
tagjainak konformer elegyeiben a rendezetlen szerkezeti elemek nagyobb arányban vannak 
jelen (izolált kanyar szerkezeti elemek mellett), ami nagyfokú oldószer érzékenységre, ezen 
keresztül pedig a peptidgerinc flexibilitására utal [s2].  
4.2.2.3. A szintetikus peptidek in vitro T-sejt választ indukáló hatása 
Vizsgáltuk a Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidek és N-terminális rövidített származékaik 
in vitro T-sejt választ indukáló hatását 3 PV beteg és 3 egészséges donor véréből izolált 
PBMC sejtek stimulációjával, majd ezt követően a felülúszóból mért IFN-γ citokin 
koncentrációjának meghatározásával. In vitro T-sejt választ 50±25 pg/ml IFN-γ koncentráció 
tartományon felül azonosítottunk, ezt a kezeletlen sejtek felülúszójából mért IFN-γ 
koncentrációk alapján határoztuk meg [s2]. A 2. ábrán üres szimbólumokkal jelöltük a több 
mint 25% standard deviációjú mérési eredményeket. Tapasztalataink alapján nagy SD értékek 
előfordulhatnak az IFN-γ koncentráció felülúszóból történő meghatározásakor [s2]. Ennek 
ellenére eredményeink alapján szintetikus Dsg3 peptidek alkalmazásával megfigyelhető az in 
vitro T-sejt válasz különbsége PV betegek és egészséges donorok között. A Dsg3/192-205, 
Dsg3/342-358, Dsg3/763-777 és Dsg3/764-777 peptidet alkalmazva PBMC kultúrák 
stimulálására, egyértelmű különbség tehető PV beteg és egészséges donor közt (2. ábra, 
kiemelt szekvenciák, kék szín) [s2]. Egyedi peptidek helyett peptid szettek is alkalmasak 
lehetnek szintetikus antigénként való alkalmazásra. Eredményeink alapján érdemes 
megfontolni a Dsg3/192-205, Dsg3/342-358, Dsg3/763-777 és Dsg3/764-777 peptidek 







2. ábra. Három PV donor (A) és három egészséges donor (B) PBMC kultúrájának 2-2 párhuzamos kísérletben 
szintetikus peptidekkel (c = 25 µM) történő 20 órás in vitro stimulálását követően ELISA tesztel meghatározot 
IFN-γ koncentrációinak átlaga [s2]. (kitöltöt jelek: SD<25%, üres jelek: SD>25%, sárga sáv: 50±25 pg/ml 
koncentráció tartomány, kék keret: egyértelmű különbség tehető PV beteg és egészséges donor közt)  
4.2.3. A szintetikus peptidek oldatbeli konformációja és in vitro T-sejt választ indukáló 
hatása közöt megálapítot összefüggések 
Összevetve a szintetikus Dsg3 peptidek konformációs eredményeit és in vitro T-sejt 
válasz kiváltó hatását megálapítotuk, hogy a szintetikus peptid oldószer érzékenysége és a 
peptidgerinc nagyfokú flexibilitása fontos tulajdonság lehet a PV beteget az egészségestől 
megkülönböztető in vitro PBMC stimuláló hatás kiváltásának szempontjából [s2]. 
5. Összegzés 
1. Doktori munkám során sikeresen azonosítotunk a Dsg1 fehérje extraceluláris 
részén belül öt új lineáris autoantitest epitóp régiót. 
 2. Azonosítotunk a Dsg3 fehérje extraceluláris részén belül kető új, a 
szakirodalomban le nem írt, és kető, a szakirodalomban leírtnál rövidebb szekvenciájú 
lineáris autoantitest epitóp régiót. 
3. Meghatároztuk négy Dsg3 T-sejt epitóp régió peptid és 11 N-terminális rövidítet 
származékuk oldatbeli konformációját ECD spektroszkópiával. A kapot eredmények jó 
egyezést mutatak a Chou-Fasman másodlagos szerkezet predikció eredményével. 
4. Megálapítotuk, hogy a Dsg3/192-205, Dsg3/342-358, Dsg3/763-777 és Dsg3/764-
777 peptideket alkalmazva PBMC sejtek stimulálására, egyértelmű különbség tehető PV 
beteg és egészséges donor közt. Ezek a peptidek alkalmas szintetikus antigének lehetnek a PV 
T-sejt alapú diagnosztikájában. 
5. A Dsg3 T-sejt epitóp régió peptidek szerkezet - hatás összefüggései alapján 
megálapítotuk, hogy a Dsg3/192-205, Dsg3/763-777 és Dsg3/764-777 peptidek esetében 
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jelentős különbség mérhető az in vitro T-sejt stimuláló hatásban PV betegek és egészséges 
donorok között. Ez a megfigyelés összefüggésben lehet az oldószer érzékenységgel és a 
peptidgerinc flexibilitásával, és ezek a tényezők fontosak lehetnek a differenciáló in vitro T-
sejt stimuláló hatás szempontjából. 
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